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家 蚕丝 蛋白 重复 片段 蔡 换 人 体 a-X dx, 
核心 片段 的 研究 
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Replacement of core region of human a-Synuclein, ;,, with the repeats of Bombyx 


mori fibrion 

WANG Jian-Xia'[] HU Hong-Yu [] DUAN Jia-Long! O 1. College of Life Sciences[] Anhui Agricultural University[] Hefei 
230036[] China[] 2. Institute of Biochemistry and Cell Biology[] Shanghai Institutes for Biological Sciences[] Chinese 
Academy of Sciences[] Shanghai 200031[] China[] 

Abstract[] The formation mechanism of the crystalline domain in Bombyx mori silk fibrion is just similar to that of a- 
synucleid] au-SynLU which is the pathogenic protein of human Parkinson's disease. That is to say[] under the certain 
condition[] a conservative sequence made of very hydrophobic amino acids and some random coils would cause the whole 
structure conversion and fibrillization of a protein. It had been found that the hydrophobic region of these two proteins was 
the key to the formation of B sheet. In order to study whether a-synuclein can be fibrillized after its aggregating core is 
replaced by another[] we replaced the core region of a-Syn, I] a-Syn,,U] with the core region of B. mori silk fibrion using 
the PCR technique[] and constituted a recombinant protein named as a-Syn„ SFX. After purification and incubation for 6 
days[] the structure of a-Syn,, SFX was examined with atomic force microscopd] AFM[] and ThT fluorescence. The results 
showed that fibrillization did not occur in a-Synj SFX. This suggests that the availability of a core region important to form 
B sheet and a random coil region does not necessarily make a protein to fibrillize. The research provided clues for the 
study of artificial silk. 
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PPO a-Sm[] D U DH DO HL DOLO HU. 7L O U 7. D U U 
O0 0 0 O O VGGAVVAGV] ABss -u PrP 17-1251] oe- 
Syne- u Morrissey and Shakhnovich[] 1999[T] 0 [] [] 
O cyUAlaU var 3U0000000W0U0U00 
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uüggagBegdugnmimuiggiputututurlult 
DUDDOD0000000UUUUUUUDUD Gy 
D Ala[] BH D] D] D] Bombyx mori O O O UD silk 
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üugggpBuaugupBbBBauudbguiuluubtl 
uümngpaggBinmm og bHgddrut 
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al .[]2001[]Ji e ai. 200500 000000000 
uüugug sex xü dU 
O O SF7a VGYGAGV[] SF7b[]] VGAGYGV[] SF9[] 
YGAGVGAGY[] SFIO[] | GAGAGSGAGA[]  SFII[] 
VGAGYGAGAGV[] 
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DUDO0UD000UUD0U0UUUOUDU gU Ut 
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SEX [] O oSyn 4] a-Syn,,00 O“ V6GAVVAGV"T] 
OMOO0O0 G0 «Syn, SFXOO OO 000000 
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1 材料 和 方法 


1.1 材料 

pET-3a O O Ue-Syn,0 OOO O D] O E. coli 
DH5SeaH OOOD E.coli B20 DESEE DJ DJ D] D] 
OOUUUQUQOQUOU0 U0 OU OO Sephadex G-25[] CM 
Sepharose Fast Flow] CM FFLUSuperose 12 [] 0 0 LU LU 
OHOOQ0 FetcO 0 O O Amersham Pharmacia O 
O O YM-3[] centricon [] O Millipore [] [O [] thioflavin 
了 Th) O Aldrich O O O 0.2 em D] 000000 
Pall Corporation] O O OO GdmciQ0 O USB O OO 
PCR LH LH LH SingleBlock""[] O Ericomp L] OOUU0 U 
OOUUOQUUUUUOCO Bi-Raid D O O 
1.2. 酶 和 试剂 

000000 Nde 10 BamH I [T4 DNA D D) 
O OrTagO OOOO D] U. 0 O TaKaRa D] O ÜPfu DNA 


DO0ODNIPO0000000D000000 
Waston [] 7 000 
1.3 PCR 体外 扩 增 目的 基因 DNA 

OO oSyn,O O O pEr3a D 0 D UO DL O D. U 
DO000000000000 «Sy üt OOO 
OOOO PCROOOOOOOOO DNA[ D DD ü 
O Nde | O BamH E Hl O B] HB] D]. HH. UB. DI D 
pEr3aD 0 0000000000000 PCRD 
OOO PcRE Og MiniCycler""[] HJ Ig 
1.4 DNA 重组 

UB But auapecnII BD UE U D UO DDNA [] 
ügggagagggagagagmulaauetlul 
O Sambrook O0 19950 0 0000 o-Syn,0 O O 
pEraa[] |] 00000000000000 & 
Syn; SF7a[SF7bDSF9DSF10 [] SF110 

ügcuasuauaguaguledtedrtedrLi.L IL 
DO00000000000000000400 
OO PeOOUUOWO0 THHOUOUW 

DOO00000 owsn,0 0 0000 T7 
promoter [] [] [] 000000000 PCR [T D D]. D 
OO0 
T7 promoter [] [T] 5’0 L200 O EL] O LIEB" -TAATACCA 
CTCACTATAGGG-3'[]SF7a 0 0 0 0 00 44000 
O OO 5’-GCGGATCCTTAAACACCAGCACCGTATCCA 
ACATTTGTCACTTG-3'[8F7b 0 0 0 0 OO 4400 0 
O [I] 5’-GCGGATCCTTAAACACCGTAACCAGCTCCA 
ACATTTGTCACTTG-3'[]SF9 0 O B. c] BB 570 0 U 
O [I]. 5'-GCGGATCCTTAGTAACCAGCACCAACACCA 
GCACCGTAATTTGTCACTTGCTCTTIG-3 []SF10 O 0 DL] 
O00 60 0 0 0 O (5-GCGGATCCTTAAGCACC 
AGCACCGGAACCAGCACCAGCACCATTTGTCACTTGCT 
CTTTG-3'[ISF11 [] O O0 O OO 56 0 0 0O 0 LEIS"- 
GCGGATCCTTAAACACCAGCACCAGCACCGTAACCAG 
CTCCAACATTTGTCACTIG-3’[] 
1.5 外 源 基因 表达 及 产物 分 析 法 

D00000000 pET-3aa-Syn, SFX D O O 
00 B20 DESMO OOUOU 00 0 a-Syn, SFX 
D0000000000 Ampl 100 pe/mL OO LB O 
OOOWOO 3c0 00000 2%0 0 037%) 
0 3h00 IPTG E] D] D] D] D]. 1 mm0 D U UU. 3 
hO SDS-PAGE O OO 0 0 
1.6 重组 蛋白 纯化 

üuggaaggaggagu srt DE300 O 
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DDO00000000000000U0D00D 5 mL 
LBDDOD00DB7C00000000000000 
1:100[] 00 2LiB0 000 B7CO U0 UO Aw 
OU 0.6~0.80 [IH D. D] D] D. D]. 1 mmol/L D]. IPTGE] 
O 200wmn000003~4b00000000 
O0004 000 r/min 0 O 15 min 0 0000000 
UD D EU U DI UI 20 mmol/L Tris-HCIUpH 8.000 0 
0O00 mnutattlurt 40mLQD 000 
00000000 20 mmol/L Tris-HCI[] 50 mmol/ 
L NaCl[] 0.5 mmol/L EDTA] 0.5 mmol/L PMSF[] pH 
8.0[TI E] B. [1] ü D] B. 0. D] B. B. 0 D] D]. CDI. DI DI D 
OO 15 000 z/min[] O 20 minD] OOOOU00 DD 
[] 5ove[] UUW NHD»SO, HH B. D] DO DO OO D 1 
h O [8 000 r/min O O 25 min 000000000 
0000 50 mmol/L Tris-HCIOpH 8.000 D 00 O 
OOOU0UOO 

O Sephadex G-25 [1 UU WUUOUUUUUO 
[] 10 mmol/L MOPSO pH 7.000 0 0 €M FFO OOO 
OOOOU0O 0000 0~500 mmol/L NaclO O O 
[I] 10 mmol/L MOPSO pH 7.00 00000000 
uU uultu sbps-PAGED [1 U D D] U DI LII D 
00000ġ00ġ000 00 00O YM-3 {Qj Centricon 
000000 3k0 0 W000 O 100 mmol/L 
O E] 0 [] 100 mmol/L NaClOpH 7.000 0 0 0 O FPLC 
Superose-12 0 O0 00000000000 9596 [] 00 
00000 
1.7 有 蛋白 含量 的 测定 

OU Lasergene D] D]. D] D] D]. E] E] E] E] E]. D]. UE. 
DD e000000U0000 vv-2100 00000 
D00000000000000UUU00U0D 
[] 100 mmol/L 0 0 O 0100 mmol/L NaClOpH 7.000 0 O 
un 
1.8 有 蛋白 质 积聚 时 间 曲 线 测 定 

0000000 YM-3 Centricon D] 0 0 U 0 
HOUUMOUUUUUUOD 200 pmol/l DU OO 
0000 PBs 0 0O 00100 mmol/L O O OO 100 
mmol/L NaCl] pH 7.00 0.05% Na D DU 0.2 
m000000000000000D0U0UU0000 
DOD 1.5 mb Eppendorf [] D] UE] OU D]. 1 L0 
OOOO ParafilmOOO00000 370000 
200 r/min [] I] B. L1] H1 B. L1 0. D] D]. U. DI. D]. U LI. UI D I 
uügmauua uuu -2co 0000 
ügagmaguautltlrttlul»2pLtü 
DOUOUO0UUOUD 98045L5pmo/L[] ThTO D] 


[] 50 mmol/L Glycine-NaOH[] pH 9.0[T] O0 O0 DJ WO 0 LU 
DOO0O0U000U0000 44 nmt 00000 
5 nm[T] LI D] D] D] 0 10 nm] O 460 nm ~ 560 nm O 
DO00000000 42m000000000 
OFeMOUOUOUU0UU ESD D U U U 
1.9 原子 力 显微镜 (AFM) 实 验 

OOUOQUUO PBOOUUOUE 10 pmol/L [] 
00000000 5,mutubptiututubut 
D0 Alfa Aesar O O OO [I5 min [] D. U D]. D. U HU D 
uüguggumupbiubuuduttutlbtlblu 
ugaiuagamutnt PBSD CD Url 
OO AFM D] D] U Digital Instruments O0 O O0 O [] 
Nanoscope MO O UJ U UU UU U U 130 pm x 130 
wai UD UDUUUUU Tapping OOOO 
üugggapBpugupBsagugaubpaubBupmiailuubD 
D U [D]. Digital Instruments [] 0 O U D] U0 0 20 - 
100 Nm D D H1 HH U. B. DH] U. D DI. D] O DB. UO 7. U UI 
ümngpgppgppBauutuutuulilulu ult 
DU UU] 20-40 mV[ketpoint [] O 0.4 - 0.6 VI O 
UU 280-340 kHZT] 0000 1.1 - 2.5 Hal 


2.1 重组 蛋白 的 构建 

OU pET[] HL D) EE E] 7. HE. T7 promoter O O 
DUDO00UD000U0O0UO0U Peer LD DL U CD] 
D0000 Nell Bwuilüüuggagggug 
uütunuuuu pgT-3a00000000000 
U Dum ese GAVUUU SEXD D W 
OU ea-Syn SFX[] 
2.0 重组 蛋白 的 表达 

DUUUUUUUDODOUUDD Tis-Tricine 
sbS-PAGE[] O0 HH B. ] B. HH] D HL D. U D] U HE D U LH 
DUDDO 0U000 SUUO0UUUUDO 
OO UU a-Syn,,SF7bQ o-Syn,SF7aQ O O U D U 
(] LII D]. «Syn SE7b L1 D] U. D] ] D. D]. D. UU 
2.3 重组 蛋白 的 纯化 

oooga 
0000 CMFFOOUOUOQUGQUUOO FPLC 
superose-12 [] [] [] a-Syn,SFX O O 015% SDS-PAGE 
üuggamggaaggageseagmtuemiua4llü 
D DU D D D. oaSyn,SF7a UU 20000000 
0 CMFFOUOQUUQUUU0UOUWMUUUUUWO 
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O 1 oSyn,SF7d AU SA BID SFI0 CHO Sri] DODO C D] C]. D D 
Fig. 1 Electrophoretogram showing the expression of a-Syn,4SF7la A SFA BOO SFIO COO and SFIN DO 
1.0 00 Before induction] 2. O O O After induction. 
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O0 2 OO oaSyn,SF7aQ) 15% SDS-PAGE [] [] [] 
Fig. 2 Electrophoretogram showing 15% SDS-PAGE 
of purified a-SynySF7a 
1.0 0 O Whole eell]2. 0 0 0 O O The resultant supernatant 
D lysate[T] 3.0 CMO D] 0 D] D]. The liquid through the CMT 4. 0 CM 
00000000 The target after CM] 5. 0 FPLCOOOOOO 
The target after FPLC. 


000000 0~0.5 mol/L NaCl D D] D] D] 0 OO D 
00000000L O FPLC superse-12 [] O O 
DUOUOUODO0OU0O000000 9%0 nU 
2.4 用 SEX #4#° VGGAVVTGV " 区域 后 的 积聚 影响 
000 sx0 [0 a-Syn,0 O *vGGAVvvTGV"[] 
UD0UOO0O000000000000000 30 
0000 TTOO0O00000000000000 
DODO0O000000D00000UU00 
000000000 Levine 19990 0 0 0 00 446 
m0 OOOO00 482 nm0 000000000 
DODOO00000000U00U00UD0UU00O 
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O 3 aSynaSFXUD 6000 Throgdg 
Fig. 3 ThT fluorescence assay of o-SynySFX incubated for 6 days 
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0 mTD DD UDEUDggututuy utt 
O e-Syn,SF7al] 60 D D B U U D LU DL 7E O D D U 
O mp duuuututu lu mul o-Syn, 
SF9[]o-Syn;, SF10[]o-Syn; SF11 [] o-Syn4 SF7b [] ThT 
üutiuuututu a-Syn,SF7a [0 a-Syn 
SF7b0 OO AFM[] DLE] D] D. AFM D] EI LU LI He- 
Syn, SF7al] e-Sym, SF7b [] D] B. H1 E] D]. UU. D] D] D 
DDOO0O000000000U0U0U00 
DO00000D0000000U00U0DU00 
HOOUOUWO 40) 


3 讨论 
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SF7a(100 nm) SF7b(100 nm) 





a-Syn(1-65) a-Syn(1-74) 


图 4 a-Syn,, SF7a.a-Syn,, SF7b .a-Synes 
和 a-Syn f] AFM 观测 结果 
Fig. 4 AFM images of a-Syn,,SF7a, a-Syn; SF7b, 
a-Sym; , and a-Syn;, 


样品 保温 6 天 The samples were incubated for 6 days. 


是 否 正 确 插入 到 载体 上 。 本 实验 中 PCR 产物 长 度 
普遍 较 小 ,所 以 利用 了 pET 载体 系列 的 通用 引物 T7 
promoter 和 与 基因 序列 特异 性 结合 的 引物 进行 PCR 
反应 ,然后 通过 基因 上 的 Nde I A BamHI 酶 切 位 
点 直接 双 酶 切 后 ,将 产物 插入 到 pET-3a 表达 载体 
Eo 这 样 既 增加 了 PCR 产物 的 长 度 ,便于 观测 回 
收 ;又 避免 了 T 载 体 的 连接 鉴定 ,便于 Nde 工 位 点 的 
直接 酶 切 。 所 选 方案 既 节省 了 时 间 ,准确 率 也 不 会 
下 降 ,测序 结果 显示 完全 正确 。LeVine(1999) 研究 
发 现 荧光 染料 ThT 可 以 特异 性 地 与 纤维 化 的 蛋白 质 
有 效 结合 ,表现 出 荧光 强度 增强 ,而 且 这 种 结合 不 依 
赖 于 特定 的 氨基 酸 序列 。 我 们 先 预测 蛋白 的 结构 变 
化 ,最 后 用 原子 力 显微镜 直观 地 检测 蛋白 的 性 状 。 
在 体外 实验 中 已 经 证 明 a-Syn 蛋白 很 容易 积聚 
成 纤维 物 ,并 且 其 中 的 " VGGAVVTGCV 序列 对 其 积 
聚 起 决定 性 作用 (Serpell et al. ,2000; Conway et al., 
2002; Du et al . ,2003)。 为 了 进一步 确证 这 一 观点 ， 
本 等 (2005) 通 过 基因 重组 的 方法 单独 表达 了 o- Syn 
(a-Syn 蛋白 N 端 第 1 ~ 65 个 氨基 酸 Al a-Syn,, (a-Syn 
RAN 端 第 1 ~ 74 个 氨基 酸 ) 蛋 白 片 段 。 说 明了 和 蛋 
白质 中 的 局 部 区 域 对 其 整体 的 积聚 行为 有 调节 作 
Hi. GAV 基 序 需要 存在 于 具有 无 序 卷 曲 的 结构 的 
宿主 蛋白 中 才能 引发 其 整体 的 结构 转换 ,并 发 生 纤 
维 化 。 而 家 蚕丝 蛋白 结晶 区 域 的 几 个 重复 性 很 大 的 


片段 (SFX) 已 经 证 明 是 看 丝 蛋 白 形成 B. Vr B BUD 
片段 。 家 蚕丝 心 蛋 白 由 无 序 卷曲 向 B 折 县 的 转变 及 
积聚 过 程 中 ,看 吐 丝 过 程 存在 着 成 核 依赖 型 的 机 理 
(Li et al.,2001). Li 5&(2001) & Ji Æ (2005) WR £ 
Ji" VGYGAGV" , "* GAGAGS" SẸ jx 26 JE % Bit 7K AY H Et 
在 丝 心 蛋白 中 大 量 重复 ,是 构成 8 片 层 的 重要 成 分 。 
为 了 研究 是 否 具 有 这 样 类 似 的 积聚 核心 片段 和 没有 
结构 的 无 序 卷曲 片段 就 能 温 育 出 具有 p 折合 结构 的 
纤维 ,我们 将 蚕丝 蛋白 和 o-Syn,, 蛋白 的 积聚 核心 片 
段 做 了 替换 ,结果 发 现 没 有 长 成 明显 的 纤维 。 这 说 
明 有 能 形成 8 片 层 的 片段 和 无 序 卷 曲 2 个 因素 还 是 
不 能 使 蛋白 发 生 整 体 的 结构 转换 ,这 为 人 工人 蛋 丝 的 
研究 提供 了 依据 ,也 为 蛋白 质 淀 粉 样 化 的 分 子 机 制 
提供 了 依据 。 


致谢 ”中国 科学 院 上 海 生 化 细胞 研究 所 S102 组 的 
全 体 工作 人 员 在 实验 中 提供 了 帮助 。 


参考 x Bk (References) 


Conway KA, Harper JD, Lansbury PTJr, 2000. Fibrils formed in vitro from 
alpha-synuclein and two mutant forms linked to Parkinson’s disease are 
typical amyloid. Biochemistry , 39(10) : 2 552 - 2 563. 

Du HN, Tang L, Luo XY, Li HT, Hu J, Zhou JW, Hu HY, 2003. A 
peptide motif consisting of glycine, alanine, and valine is required for 
the fibrillization and cytotoxicity of human  alpha-synuclein. 
Biochemistry , 42(29) : 8 870 - 8 878. 

Harper JD, Lansbury PTJr, 1997. Models of amyloid seeding in Alzheimer's 
disease and scrapie: Mechanistic truths and physiological consequences 
of the time-dependent solubility of amyloid proteins. Annu. Rev. 
Biochem . , 66: 385 - 407. 

Ji LN, Du HN, Zhang F, Li HT, Luo XY, Hu J, Hu HY, 2005. An 
unstructured region is required by GAV homologue for the fibrillization of 
host proteins. The Protein Journal , 24(4) : 209 - 218. 

LeVine H, 1999. Quantification of beta-sheet amyloid fibril structures with 
thioflavin T. Methods Enzymol . , 309: 274 - 284. 

Li GY, Zhou P, Shao ZZ, Xie X, Chen X, Wang HH, Chunyu LJ, Yu TY, 
2001. The natural silk spinning process: A  nucleation-dependent 
aggregation mechanism? Eur. J. Biochem. , 268: 6 600 -6 606. 

Morrissey MP, Shakhnovich EI, 1999. Evidence for the role of PrPC helix 1 
in the hydrophilic seeding of prion aggregates. Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 96: 11 293 - 11 298. 

Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T, 1995. Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual. New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press. 

Serpell LC, Berriman J, Jakes R, Goedert M, Crowther RA, 2000. Fiber 
diffraction of synthetic a-synuclein filaments shows amyloid-like cross-B 
conformation. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 97: 4 897 - 4 902. 

Wood SJ, Wypych J, Steavenson S, Louis JC, Citrom M, Biere AL, 1999. 
alpha-synuclein fibrillogenesis is nucleation-dependent. J. Biol. 
Chem. , 274: 19 509 - 19 512. 

(责任 编辑 : RAD) 


